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RESUMEN 
 
Las citoquinas son polipéptidos que participan en la regulación de la respuesta 
inmune e inflamatoria. En algunas enfermedades, el desequilibrio entre citoquinas 
anti y pro-inflamatorias se convierte en un proceso perjudicial para el hospedero. 
Debido a esto, la inmunomodulación (inmunoestimulación o inmunosupresión) 
constituye un tratamiento alternativo en el control de dichas enfermedades. El 
objetivo del presente estudio fue evaluar la expresión transcripcional de citoquinas 
moduladoras de la respuesta inmune innata y adaptativa en células mononucleares 
humanas (PBMC) tratadas con fucoidan del alga parda Lessonia trabeculata. El 
fucoidan de Lessonia trabeculata fue proporcionado por la empresa PSW S.A y 
caracterizado fitoquímicamente por el Laboratorio de Bioquímica y Biología 
Molecular de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Las PBMC se trataron con 
diferentes concentraciones de fucoidan de Lessonia trabeculata (FLt, 80.84% 
pureza) y como controles se emplearon fucoidan de Fucus vesiculosus (FFv, 95% 
pureza) y lipopolisacárido de E. coli. La citotoxicidad se evaluó mediante el ensayo 
de reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT). Para evaluar la expresión transcripcional de las citoquinas de la inmunidad 
innata: IL-8, IL-12 (p35 y p40) y TGF-ȕ y las citoquinas de inmunidad adaptativa: 
IL-2 e IL-10 se empleó la reacción en cadena de la polimerasa convencional (PCR 
convencional). El tratamiento de cultivos de PBMC a las concentraciones de 10 y 
100 µg/ml de FLt y FFv no ocasionó efecto citotóxico; por el contrario, FLt a 100 
µg/ml incrementó significativamente el porcentaje de viabilidad celular respecto al 
control sin fucoidan (p<0.05). Respecto a la expresión transcripcional, el tratamiento 
con FLt a 10 y 100 µg/ml incrementó el ARNm IL-10 (p<0.0001) y ARNm IL-12p40 
(p<0.05) respectivamente en relación al control sin fucoidan. Se concluye que el 
fucoidan de L. trabeculata a 10 y 100 µg/ml modula la expresión transcripcional de 
IL-12 de inmunidad innata e IL-10 de inmunidad adaptativa. 
 
PALABRAS CLAVE  
Lessonia trabeculata, fucoidan, PBMC, expresión transcripcional, citoquinas e 
inmunomoduladores
 v 
 
ABSTRACT 
 
Cytokines are polypeptides that participate in the regulation of immune and 
inflammatory responses. In some diseases, the imbalance between anti-
inflammatory and pro-inflammatory cytokines results in a harmful process to the 
host. Due to this, immunomodulation (immunostimulation or immunosuppression) 
constitutes an alternative treatment for the control of said diseases. The main 
objective of the present study was to evaluate the transcriptional expression of 
modulating cytokines of the innate and adaptive immune response in human 
mononuclear cells (PBMC) treated with fucoidan from the brown alga Lessonia 
trabeculata. The fucoidan of L. trabeculata was provided by the PSW S.A company 
and phytochemically characterized by the Laboratory of Biochemistry and Molecular 
Biology of the National Agrarian University La Molina. The PBMC were treated with 
different concentrations of fucoidan from Lessonia trabeculata (FLt, 80.84% purity) 
and as controls the fucoidan from Fucus vesiculosus (FFv, 95% purity) and 
lipopolysaccharide (LPS) were used. The cytotoxicity was evaluated through the 
metabolic reduction assay of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole 
(MTT) bromide. The transcriptional expression of the cytokines of innate immunity: 
IL-8, IL-12 (p35 and p40) and TGF-ȕ and adaptive immunity cytokines: IL-2 and IL-
10 was assesed through a conventional polymerase chain reaction (conventional 
PCR). The treatment of cultures of PBMC at concentrations of 10 and 100 μg / ml 
of FLt and FFv did not show cytotoxic effect; on the contrary, FLt at 100 μg / ml 
significantly increased the percentage of cell viability with regard to the negative 
control (p <0.05). Regarding to the transcriptional expression, the treatment with FLt 
at 10 and 100 μg / ml increased the mRNA IL-10 (p <0.0001) and mRNA IL-12p40 
(p <0.05) respectively in relation to the negative control. It was concluded that the 
fucoidan of L. trabeculata at 10 and 100 µg / ml modulates the transcriptional 
expression of IL-12 of innate immunity and IL-10 of adaptive immunity. 
 
KEYWORDS 
Lessonia trabeculata, fucoidan, PBMC, transcriptional expression, cytokines 
and immunomodulators 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La inmunidad innata y adaptativa se constituye en componentes de un sistema 
integral encargado de defender al hospedero en el que funcionan conjuntamente 
numerosas células y moléculas dentro de las cuales se encuentran las citoquinas 
o interleucinas (IL) (Abbas et al., 2015). Estas moléculas son polipéptidos que 
actúan como mediadores críticos de la comunicación para el sistema inmune y la 
defensa del hospedero contra los patógenos. Pueden ser producidas por 
leucocitos y otras células en respuesta a la infección o al daño celular cuando la 
integridad de la célula se encuentra comprometida. Además, estos polipéptidos 
actúan a través de una serie de vías de señalización conservadas que modulan el 
metabolismo celular y la programación transcripcional de genes de otras 
citoquinas con la finalidad de mejorar la respuesta inmune (O'Shea et al., 2018). 
En algunas enfermedades autoinmunitarias, se presenta una respuesta 
inmune descontrolada y desequilibrio entre citoquinas anti y pro-inflamatorias, 
dando como resultado un proceso inflamatorio que termina dañando algunas 
estructuras del hospedero (Morel, 2014). En este contexto, existe la necesidad de 
entender cómo el sistema inmunológico puede ser modulado mediante el uso de 
inmunoestimulantes o inmunosupresores que se empleen en el control de las 
enfermedades. Así, en algunos casos y dependiendo de la enfermedad 
(inmunosupresión, estrés, infecciones crónicas, entre otras.) la finalidad de la 
inmunomodulación será incrementar o reducir (enfermedades autoinmunitarias) la 
intensidad de la respuesta inmune (García-Hernández et al., 2009).  
El tratamiento convencional de múltiples enfermedades infecciosas, 
autoinmunes y del cáncer, que son recurrentes en la población mundial, han 
presentado inconvenientes como la resistencia a los quimioterápicos y efectos 
colaterales que pueden afectar directamente a la inmunidad llevando al paciente 
a recaídas e incluso la muerte (Perez, 2009).  
La medicina tradicional provee de información importante para la ciencia en la 
búsqueda de nuevos medicamentos, así como productos naturales aislados de 
plantas y algas que pueden estimular significativamente a las células del sistema 
inmunológico, adicionalmente, estos productos tienen una alta eficacia sobre el 
control de enfermedades (Prieto-González, 2004). Numerosos estudios han 
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demostrado que el fucoidan, polisacárido sulfatado presente en las paredes 
celulares de las algas pardas, posee diferentes propiedades biológicas 
(antitumorales, antivirales y antinflamatorias) que están relacionadas a su 
composición química (Hahn et al., 2012) las cuales han tenido efectos 
significativos (Li et al., 2008); sin embargo, el fucoidan de todas las algas pardas 
no presentan la misma actividad.  
Actualmente, algunos estudios demuestran que el fucoidan de ciertas 
especies de algas pardas, puede reducir la expresión del ARNm de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-α o incrementar la expresión de la 
citoquina antinflamatoria IL-10 (Borazjani et al., 2017) las cuales están 
involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa respectivamente. 
Además, se ha reportado que puede suprimir la expresión de ARNm de la 
quimioquina proinflamatoria IL-8 (Mizuno et al., 2009).  
Dentro de la megabiodiversidad presente en las zonas marítimas de nuestra 
región, el Perú cuenta con praderas de macroalgas pardas al sur del litoral marino 
y entre ellas se encuentra Lessonia trabeculata (IMARPE, 2012). 
En el Perú, algunos estudios con el fucoidan de L. trabeculata han sido 
realizados por el grupo de investigación MODULANS de la UNMSM, liderado por 
la Dra. Libertad Alzamora Gonzales, determinando el efecto inmunoestimulante 
sobre la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO) 
en células mononucleares de sangre periférica (datos recolectados por 
intercomunicación con el Mg. Erasmo Colona V., parte del grupo de investigación) 
y la actividad citotóxica sobre la línea celular Hep-2 (Horna, 2018). Sin embargo, 
no se han reportado estudios sobre el efecto modulador del fucoidan de L. 
trabeculata en la expresión transcripcional de citoquinas en cultivos de células 
mononucleares sanguíneas humanas. 
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad inmunomoduladora 
del fucoidan de L. trabeculata sobre la expresión transcripcional de citoquinas 
involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa en células 
mononucleares humanas a fin de establecer bases científicas para su uso en el 
consumo humano.   
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II. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. Mecanismos de defensa del sistema inmunitario 
Los seres humanos, como todos los organismos, poseen mecanismos para 
defenderse contra la infección por lo que una forma especializada de defensa del 
hospedero es la inmunidad. En los mamíferos, los mecanismos de defensa 
pueden ser pasivos o activos. La defensa pasiva adopta la forma de barreras 
naturales mecánicas o químicas que obstaculizan la infección como, por ejemplo, 
la piel (barrera mecánica), que evita el acceso de microbios al tejido subyacente y 
el ácido gástrico (barrera química) en el estómago que puede matar muchos 
microbios que podrían ingerirse con el alimento. Por otro lado, la defensa activa 
es desencadenada por respuestas inmunitarias que comprenden diversos 
mecanismos efectores que son inducidos por infección, y que permiten eliminar el 
microbio. Esto, a su vez, lleva a una respuesta, que involucra la interacción de 
células y moléculas para producir diferentes mecanismos efectores que a menudo 
pueden eliminar la infección (MacPherson & Austyn, 2013). Estas moléculas, 
como por ejemplo las citoquinas, son cruciales para mantener la homeostasis 
inmunitaria, promover la respuesta a la infección, resolver la inflamación y 
promover la memoria inmunológica (Kelly et al., 2017).  
Así, la respuesta inmunológica puede dividirse en dos formas: innata y 
adaptativa. 
2.1.1. Respuesta inmune innata 
La respuesta inmune innata constituye la primera línea de defensa contra 
las infecciones o patógenos. Una característica definitoria de la inmunidad innata 
es su inicio rápido, así como su presencia antes de la exposición microbiana y 
desarrollo previo a la respuesta inmunitaria adaptativa. En contraste con esta 
última, la respuesta inmune innata se dirige hacia componentes estructurales 
específicos e invariables de microbios conocidos como patrones moleculares 
asociados a patógenos, o PAMPs. Estos PAMPs incluyen componentes de la 
pared celular microbiana y ácidos nucleicos que interactúan con potentes y 
efectivos receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) para iniciar 
respuestas inflamatorias (McDonald & Levy, 2018). 
4 
 
La respuesta inmune innata se inicia cuando las células del sistema 
inmunitario innato como los PMN (polimorfonucleares), los monocitos, los 
macrófagos y las células dendríticas (DC) se enfrentan a patógenos. Los 
monocitos/macrófagos y las células NK pueden mediar esta respuesta y mejorarla 
a través de la expansión y reducción de sus poblaciones celulares, la regulación 
de la expresión de genes implicados en el reconocimiento y la presentación de 
patógenos y finalmente, secretar citoquinas que aumentan la actividad 
antimicrobiana. La interacción y reconocimiento de las moléculas microbianas (por 
ejemplo, lipopolisacáridos, ADN, ARN, entre otras.) a través de los PRRs, 
expresados por una variedad de células, activan las vías de señalización que 
conducen a la producción de factores secretados, incluidas las citoquinas tales 
como el TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, entre otras y las quimiocinas o quimioquinas 
(por ejemplo, la IL-8/CXCL8) que participan en la respuesta inflamatoria 
(McDonald & Levy, 2018).  
2.1.2. Respuesta inmune adaptativa 
Si la inmunidad innata no reduce la infección o elimina al patógeno, más 
adelante puede generarse la respuesta adaptativa. Células y moléculas como los 
linfocitos T y B y anticuerpos respectivamente se vuelven más eficaces en el 
transcurso de la infección, pero la inmunidad adaptativa también puede llevar a 
un estado de resistencia duradera a la reinfección, generando memoria 
inmunitaria. Los dos tipos principales de linfocitos, células B y T, tienen receptores 
altamente discriminatorios para componentes o antígenos microbianos, BCR 
(receptor de células B) y TCR (receptor de células T), éstos reconocen antígenos 
de diferentes maneras. Los BCR se unen a diferentes tipos de antígeno, como 
carbohidratos o glucoproteínas en su forma nativa, no plegada. En contraste, los 
TCR por lo general reconocen péptidos pequeños, como resultado de la 
degradación de proteínas microbianas en asociación con moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) sobre la superficie de otras células (esto es, 
como complejos de péptido-MHC). Cuando ciertos alotipos MHC se unen a auto-
péptidos particulares de moléculas antigénicas blanco críticas es posible el 
desarrollo de autoinmunidad y por ende la enfermedad autoinmune (MacPherson 
& Austyn, 2013). 
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Un gran número de citoquinas son producidas por linfocitos activados. La 
función de estas moléculas, en muchas ocasiones, no se logra entender con 
facilidad; sin embargo, las producidas por subpoblaciones de células T CD4 
(aunque las células T CD8 e incluso las células B también secretan citoquinas) 
como por ejemplo las Th1 y Th2 probablemente son algunas de las que se 
entienden mejor (MacPherson & Austyn, 2013). 
2.1.3. Células mononucleares de sangre periférica o PBMC 
Las células del sistema inmunitario derivan de un progenitor común en la 
médula ósea. Estos progenitores se dividen comúnmente en células mieloides y 
linfoides. Las células mieloides incluyen a los monocitos y sus descendientes y a 
los granulocitos como los neutrófilos y los basófilos. Las células linfoides se 
componen principalmente de células B, células T y células NK o “asesinas 
naturales” (Bolen et al., 2011) (Figura 1). 
La mayoría de los estudios de expresión genómica se basan en el análisis 
de células mononucleares de sangre periférica total (PBMC). Las PBMC están 
compuestas por un conjunto de células que se derivan de un progenitor común en 
la médula ósea (Figura 1). Estas células pueden variar ampliamente sus 
proporciones entre individuos, pero las células T y las células B juntas, en general, 
representan aproximadamente el 75% de las PBMC, mientras que las células NK 
y los monocitos alrededor del 10 y 15% respectivamente. Los tipos de células 
restantes, como las células dendríticas, son mucho más raros y representan <1% 
del total de PBMC (Autissier et al., 2010). 
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2.1.4. Citoquinas 
Las citoquinas o citocinas, desempeñan funciones fundamentales en el 
control del desarrollo y las funciones de una variedad de células inmunes y no 
inmunes participando, además, en la intercomunicación celular. Son de particular 
interés, debido a su importancia en la regulación del sistema inmunitario, su papel 
en la patogénesis de la enfermedad y, cada vez más, en los tratamientos. 
Las citocinas se definen operativamente como polipéptidos (secretados por 
leucocitos como, por ejemplo, PBMC; entre otras células) que actúan 
principalmente en las células hematopoyéticas, cuyos efectos incluyen la 
modulación de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa.  Estos polipéptidos 
actúan a través de una serie de vías de señalización conservadas que modulan el 
metabolismo celular y la programación transcripcional de genes de otras 
Figura  1. Población de células del sistema inmunitario derivadas de un progenitor común en la 
médula ósea: célula madre hematopoyética multipotencial. En los recuadros rojos se señalan a 
los componentes de las PBMC. Por Janeway, C. A. Jr, Travers, P., Walport, M., et al. (2001).  
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citoquinas con la finalidad de mejorar la respuesta inmune. La síntesis de 
citoquinas es un proceso transitorio porque el ARN mensajero de la mayoría de 
las citoquinas es inestable en el tiempo, lo que regula la producción de citoquinas. 
Por otro lado, la producción de ciertas citoquinas también está regulada por un 
proceso postraduccional (O'Shea et al., 2018). 
La actividad desregulada de citoquinas se reconoce como un componente 
crítico de los trastornos autoinflamatorios. Esto es demostrado por los estudios de 
asociación de todo el genoma en los que las citoquinas y sus receptores 
representan importantes alelos de riesgo compartidos entre múltiples 
enfermedades autoinmunes (Cotsapas & Hafler, 2013). Es por ello, que 
actualmente muchos tratamientos y blancos de fármacos se enfocan en la síntesis 
y secreción de citoquinas para controlar el desequilibrio en las enfermedades o 
trastornos autoinflamatorios.  
2.1.4.1. Citoquinas de respuesta inmune innata 
2.1.4.1.1. Interleucina o quimiocina 8 (IL-8 o CXCL8) 
La IL-8 fue descrita por grupos independientes con diferentes nombres: 
factor activador de neutrófilos, péptido activador de neutrófilos de origen monocito 
y factor quimiotáctico de neutrófilos derivado de monocitos. Russo et al., (2010), 
demostraron que la producción de IL-8 en monocitos estimulados con 
lipopolisacáridos (LPS) indujo la migración de neutrófilos, considerándose como 
neutrófilo específico. 
Varios estudios han demostrado que IL-8 puede ser liberado por una amplia 
variedad de células después de la estimulación apropiada, incluidos los 
monocitos, las células endoteliales, los linfocitos T, los fibroblastos, células 
tumorales, células epiteliales, hepatocitos, macrófagos y células sinoviales y 
queratinocitos. A su vez, los dos receptores de IL-8 conocidos como CXCR1 y 
CXCR2, se expresan en una amplia variedad de leucocitos, incluidos los 
neutrófilos, los monocitos, las células T CD8+ y los mastocitos. Este es un punto 
relevante ya que muchas estrategias terapéuticas basadas en IL-8 se dirigen solo 
a enfermedades neutrofílicas, pero el potencial de tales terapias se extiende más 
allá de los neutrófilos (Russo et al., 2014) (Tabla 1). 
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2.1.4.1.2. Interleucina 12 (IL-12) 
IL-12 es un heterodímero compuesto por dos cadenas polipeptídicas unidas 
por disulfuro, IL12p35 e IL12p40, derivadas de dos genes distintos. Es secretada 
por células dendríticas y macrófagos residentes en el tejido en respuesta a 
señales exógenas o endógenas (O'Shea et al., 2018). La IL-12 es una citoquina 
predominantemente proinflamatoria secretada por células presentadores de 
antígenos (CPA o APC) en respuesta a la detección de componentes microbianos 
por los receptores tipo Toll. La función más notoria de la IL-12 es la inducción del 
factor de transcripción T-bet y el control de la diferenciación de las células T 
vírgenes en células Th1 productoras de IFN-Ȗ. Así mismo, es un potente inductor 
de IFN-Ȗ por las células asesinas naturales (NK) y las células linfoides innatas 
(ILC) (Krummen et al., 2010). 
Las señales del heterodímero a través del receptor de IL-12 (IL-12R), que 
comprende las subunidades IL-1βRȕ1 e IL-1βRȕβ, estimula la actividad del 
receptor Janus kinase 2 (JAK2) y la tirosina quinasa 2 (TYK2), lo que conduce a 
la fosforilación del transductor de señal y activador de la transcripción 4 (STAT4). 
El promotor IL-12p40 es complejo y contiene sitios NF-κB, elementos de respuesta 
de interferón (IRE) y sitios de unión ETS. Al igual que con otros genes de 
citoquinas, la remodelación de nucleosomas es importante en la regulación de IL-
12 (O'Shea et al., 2018) (Tabla 1). 
2.1.4.1.3. Factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) 
El TGF-ȕ es parte de una gran familia de proteínas que comprende 33 
miembros que pueden dividirse desde el punto de vista estructural resultando en 
las subfamilias de las TGF-ȕ, las proteínas morfogenéticas óseas (BMP), los 
factores de crecimiento y diferenciación, las activinas, la hormona nodal y la 
antimülleriana. En mamíferos, la subfamilia de citoquinas TGF-ȕ consta de tres 
isoformas: TGF-ȕ1 (isoforma más abundante producida por plaquetas, células T 
reguladoras y monocitos), TGF-ȕ2 y TGF-ȕ3 que, en un primer momento, se 
expresan como dímeros unidos por disulfuro biológicamente inactivos que se 
escinden para formar dímeros activos. En translocación en el retículo 
endoplásmico, el péptido líder N-terminal se escinde y la proteína madura se 
genera posteriormente por un segundo evento de escisión que libera una pro-
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región N-terminal. La pro-región puede permanecer asociada con la región 
biológicamente activa C-terminal, inhibiendo su actividad (Kelly et al., 2017; 
O'Shea et al., 2018) (Tabla 1). 
Aunque es más conocido como un regulador crucial de las respuestas de 
las células T, el TGF-ȕ desempeña un papel vital en la regulación de las 
respuestas mediadas por prácticamente todas las células inmunes innatas y 
adaptativas, incluidas las células dendríticas, B, NK, células linfoides innatas y los 
granulocitos (Kelly et al., 2017). 
2.1.4.2. Citoquinas de respuesta inmune adaptativa 
2.1.4.2.1. Interleucina 2 (IL-2) 
Es una de las primeras citoquinas que se ha estudiado intensivamente, se 
produce principalmente por las células T activadas y es un factor de crecimiento 
autocrino (efecto sobre la misma célula que lo produjo) prototípico que se requiere 
para la progresión de la fase G1 a la fase S en las células T activadas in vitro, 
determina la magnitud de las respuestas de las células T y las células NK, 
aumenta la actividad citolítica de las células T y NK e induce la secreción de IFN-
γ (O'Shea et al., 2018). 
Así mismo, la IL-2 es un factor de crecimiento e inductor del cambio de 
clase para las células B y posee gran importancia en la programación de células 
T CD8+ de memoria que experimentan una expansión secundaria en infecciones 
virales (Williams et al., 2006; O'Shea et. al, 2018) (Tabla 1). 
2.1.4.2.2. Interleucina 10 (IL-10) 
La IL-10 es una citoquina antiinflamatoria clave producida principalmente 
por células Th2, además de células B activadas, macrófagos activados, 
queratinocitos y células epiteliales bronquiales. Aunque la mayoría de las células 
hematopoyéticas detectan IL-10 a través de la expresión del receptor de IL-10 (IL-
10R), estudios recientes han demostrado que los macrófagos son las principales 
células diana de los efectos inhibitorios de IL-10 (Shouval et al., 2014; Zigmond et 
al., 2014) (Tabla 1). 
Muchas de las bases moleculares de las actividades antiinflamatorias de la 
IL-10 aún permanecen desconocidas (Grütz, 2004). Por lo tanto, comprender el 
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papel de la IL-10 en la regulación de los procesos metabólicos es de gran 
importancia para interpretar cómo actúa en el control de las respuestas 
inflamatorias y para descubrir reguladores moleculares clave que controlen los 
procesos involucrados en la resolución de la inflamación (Ip et al., 2017). 
Tabla 1. Principales características de las citoquinas de respuesta inmune 
innata: IL-8, IL-12 y TGF-ȕ y de las citoquinas de respuesta inmune adaptativa: 
IL-2 e IL-10 
Citoquina 
Respuesta 
inmunitaria 
involucrada 
Señalización 
de expresión 
Fuente 
celular 
Células 
blanco 
Acción 
Fenotipo 
“Knockout” 
IL-8 / 
CXCL8 
Innata 
 
Monocitos, 
células 
endoteliales, 
linfocitos T, 
fibroblastos, 
macrófagos, 
queratinocitos
, entre otras. 
Neutrófilos y 
monocitos 
quimioatrayente  
IL-12 
JAK2, TYK2, 
STAT4 
Macrófagos, 
DC, células B 
Células T y 
células NK 
Diferenciación 
Th1, 
proliferación, 
citotoxicidad 
Diferenciación 
inefectiva a Th1, 
susceptibilidad a 
infecciones 
bacterianas 
TGF-β SMADS 
Células T, 
macrófagos y 
otras células 
Células T, 
macrófagos 
y otras 
células 
Inhibe el 
crecimiento y 
activación, 
promueve a 
Th17 
 
IL-2 
Adaptatitva 
JAK1, JAK3, 
STAT5 
Células T, 
células NK, 
células NKT 
Células T, 
B, NK y 
macrófagos 
Proliferación, 
citotoxicidad por 
secreción de 
IFN-γ, 
producción de 
anticuerpos 
Linfoproliferación 
IL-10 
JAK1, TYK2, 
STAT3 
Células Th2, 
otras células 
macrófagos 
Decrece la 
expresión de 
MCH de clase II 
y la presentación 
antigénica 
Respuesta 
inflamatoria 
exagerada y 
desarrollo de 
enfermedades 
autoinmunes 
Nota. Adaptada de O'Shea et. al. (2018) y Russo et al. (2014). 
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2.2. Lessonia trabeculata  
2.2.1. Taxonomía 
L. trabeculata (Phaeophyta) es un alga parda perteneciente al orden 
Laminariales. En el Perú, recibe algunos nombres comunes tales como “aracanto 
palo”, “palo blanco” y en Chile recibe el nombre de “huiro palo” (Mogollón, 2016). 
En la Tabla 2 se presentan los datos taxonómicos. 
Tabla 2. Clasificación taxonómica de L. trabeculata Villouta & Santelices (1986) 
(Guiry & Guiry, 2016). 
 
Dominio Eukaryota 
Reino Chromista 
División: Phaeophyta 
Clase Phaeophyceae 
Subclase Fucophycidae 
Orden Laminariales 
Familia Lessoniaceae 
Género Lessonia 
Especie Lessonia trabeculata 
Villouta & Santelices (1986) 
 
2.2.2. Morfología externa 
L. trabeculata muestra una amplia variabilidad morfológica. Las especies 
adultas pueden medir más de 2 m de longitud y su estructura morfológica consta 
de un disco de fijación del cual surgen un número variable de estípites (raramente 
hasta 50), cada una de las cuales se ramifican dicotómicamente conformando 
frondas que se continúan dividiendo de la misma forma en las porciones más 
apicales. Poseen al menos dos láminas que son planas, anchas, lisas y de forma 
lanceolada con márgenes lisos y a veces denticulados (Santelices, 1989) (Figura 
2). Las plantas juveniles (de menos de 50 cm) generalmente tienen los hapterios 
no fusionados, los estipes cortos y aplanados y muchas frondas anchas y con 
márgenes claramente dentados. A medida que la planta envejece se produce una 
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reducción en el número de hapterios de los discos y en el número de estipes y 
ramas (Santelices, 1989). 
Esta especie presenta alternancia de fases heteromórficas incluyendo el 
esporofito (2N, diploide) que corresponde a la planta y el gametofito (N, haploide) 
que está reducido a filamentos microscópicos (Vasquez, 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.3. Hábitat y distribución 
Esta alga habita en ambientes submareales rocosos expuestos y 
semiexpuestos formando bosques discretos densos de extensiones variables en 
profundidades entre los 4 y 25 m junto con otras especies de algas. 
L. trabeculata es endémica de las costas del Pacífico Este del Hemisferio 
Sur, extendiéndose desde la caleta La Grama (9º46’ LS) en Ancash, Perú 
(Benavente y Aguirre, 1994) hasta Puerto Montt, Chile (40°LS) siendo reconocida 
además en Chiloé (Westermeier 1981), Magallanes y la costa Atlántica 
(Westermeier, datos no publicados).   
DISCO DE 
FIJACIÓN 
ESTÍPITES 
FRONDAS 
Figura  2. Morfología del esporofito de L. trabeculata Villouta & Santelices. Se señalan las 
principales estructuras del esporofito: frondas, algunos estípites y parte del disco de fijación. Por 
Carbajal, P. (2008). 
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En el Perú esta macroalga ha sido reportada con mayor frecuencia en las 
regiones de Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna (Vásquez, 2009) (Figura 3). 
 
2.2.4. Rol e importancia 
L. trabeculata es considerada una especie importante de las comunidades 
bentónicas en donde cumple un rol ingeniero y estructurador (Jones et al., 1997). 
Los huirales permiten la coexistencia de una gran cantidad de invertebrados, 
peces y otras algas, estableciendo un hábitat para todos ellos donde se pueden 
encontrar áreas de desove, sustrato de asentamiento de larvas de numerosas 
especies, sectores de crianza de juveniles y zonas de refugio contra la predación, 
corrientes de fondo y el embate de las olas (Subsecretaria de Pesca de Chile, 
2010).  
 
Figura  3. Principales especies de macroalgas de importancia comercial en el Perú. La línea 
verde indica la distribución de algas verdes (Chlorophyta); la línea roja, la distribución de algas 
rojas (Rodophyta) y la línea marrón, la distribución de algas pardas (Phaeophyta). Por Zavala, 
J. Instituto del Mar Peruano, IMARPE (2012). 
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Desde el punto de vista económico, la creciente importancia de este 
recurso ha llevado a niveles de explotación creciente (IMARPE, 2012). Las algas 
tienen una importancia social relevante, pues la recolección se realiza por 
pescadores artesanales y sus familias, quienes dependen total o parcialmente de 
estos recursos (Westermeier et al., 1993) (Tabla 3) 
En el Perú, durante la última década, esta alga fue objeto de una incipiente 
explotación directa, teniendo como método de extracción el buceo y la posterior 
recolección por orilla (IMARPE, 2008). 
Tabla 3. Servicios y funciones relacionadas al recurso “huiro”  
Nota. Recuperado de Vera (2014). 
2.3. Metabolitos de origen natural de las algas pardas  
Durante las últimas décadas hasta la actualidad, las algas marinas están 
siendo reconocidas como fuente potencial de nuevos compuestos bioactivos 
(Moo-Puc et al., 2009; Quitral et al., 2012). Así mismo, en estos últimos años, el 
descubrimiento de metabolitos con actividades biológicas de macroalgas ha 
aumentado significativamente. Sin embargo, a pesar del intenso esfuerzo de 
investigación realizado por instituciones académicas y empresariales, se han 
identificado o desarrollado pocos productos con potencial (Smit, 2004).  
En el metabolismo de las algas pardas se producen reacciones bioquímicas 
para sintetizar moléculas complementarias a sus funciones vitales, obteniéndose 
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como productos intermediarios metabolitos secundarios altamente bioactivos. 
Los metabolitos secundarios son subproductos de rutas metabólicas normales 
que se sintetizan dependiendo de condiciones externas tales como ataques de 
patógenos, predadores, cambios térmicos o lumínicos, deficiencias nutricionales 
o presencia de otros organismos (Payyavula et al., 2012).  
Un beneficio muy importante lo resaltan las poblaciones de Japón y Corea 
cuyo consumo diario promedio de 14.2 g (Fukuda et al., 2007) y 6.6 g (Kim et al., 
2000) de algas marinas se asoció con la baja mortalidad por cáncer de pulmón y 
páncreas en hombres y por cáncer de pulmón y enfermedad cerebrovascular en 
mujeres (Iso & Kubota, 2007).  
Las algas pardas como Lessonia nigrescens de distribución intermareal y 
L. trabeculata de distribución submareal se utilizan mayormente como materia 
prima para la extracción de alginatos (IMARPE, 2015) que, en general, se 
encuentran en gran cantidad (aproximadamente 40 % en peso seco) en la matriz 
extracelular de las algas pardas. El alginato cumple, principalmente, una función 
estructural pues brinda resistencia mecánica y flexibilidad a la vez. Así mismo, 
presenta una buena capacidad de gelificación que es aprovechada en diversas 
industrias, tales como la textil (McHugh et al., 2015), la alimentaria (Brownlee et 
al., 2009) y la farmacéutica (Andersen et al., 2012).  
Otras macromoléculas muy interesantes son los polisacáridos sulfatados, 
como los galactanos (algas rojas), los ulvanos (algas verdes) y los fucoidanos 
(algas pardas) que se pueden obtener de diversos organismos marinos. Se ha 
identificado una amplia gama de potenciales proactivos para su uso en 
aplicaciones médicas, farmacéuticas y biotecnológicas (Sithranga & Kathiresan, 
2010). Los polisacáridos sulfatados presentes en diferentes especies de  algas 
pardas han sido reportados en diferentes estudios por exhibir actividades 
biológicas muy interesantes como vasodilatación (Park et al., 2008); 
anticoagulante (Ari-vulsevan et al., 2011); antiviral (Sinha et al., 2010); antitumoral 
(Khanavi et al., 2010); inmunomoduladora (Hwang et al., 2010); anti-inflamatoria 
(Yoon et al., 2009); antivasculogenica (Dias et al., 2008); antioxidante (Kim et al., 
2010); antiherpética (Lee et al., 2010) y hepatoprotectiva (Josephine et al., 2008).  
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Generalmente, las actividades biológicas de estas moléculas presentes en 
las algas marinas, están relacionadas al peso molecular, tipo de azúcar, 
contenido de sulfato, el tipo de enlace o puentes y su geometría molecular 
(Vischuk et al., 2011). Se ha reportado que el patrón de sulfatación distribuido en 
los polisacáridos puede regular su especificidad funcional (bioactividad) 
(Karmakar et al., 2009). 
2.3.1. Fucoidan 
El termino fucoidan se refiere a un grupo de polisacáridos sulfatados que 
contienen porcentajes sustanciales de L-fucosa y grupos éster sulfato. Estas 
moléculas son componentes de varios géneros de algas pardas (Fucus, 
Laminaria, Sargassum, Lessonia, entre otras) y algunos invertebrados (como los 
pepinos y erizos de mar). En un inicio, cuando este polisacárido fue aislado por 
primera vez de algas pardas marinas por Kylin en 1913, fue denominado 
"fucoidin". Sin embargo, actualmente de acuerdo a las reglas de la IUPAC, se ha 
denominado como "fucoidan" (Berteau & Mulloy, 2003), pero algunas veces es 
llamado también fucan, fucosan o fucan sulfatado. 
Esta macromolécula se sintetiza en los dictiosomas en el aparato de Golgi, 
teniendo como precursor a la fucosa. El fucoidan se encuentra involucrado en la 
biosíntesis de la pared celular en el talo de las algas pardas, organizando su 
arquitectura dinámica, formada a su vez por una red de polisacáridos sulfatados 
compuesta por alginatos y polifenoles. Además, interviene en el intercambio de 
sales y agua, ya que los ambientes costeros tienden a variar en cortos periodos 
de tiempo, por lo tanto, los organismos de estos hábitats ajustan su potencial 
osmótico (Deniaud et al., 2017; Skriptsova, 2015). 
Este grupo de polisacáridos sulfatados es un punto de interés de muchos 
investigadores debido a sus numerosas propiedades bioactivas como 
antibacterial, anticoagulante, antitumoral, inmunomoduladora, antioxidante, 
antinflamatoria, antitrombótica, hepatoprotectora, antialérgica, entre otras más 
(Cumashi et al., 2007; Tanaka et al., 2011; Li et al., 2008).  
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2.3.1.1. Estructura y naturaleza química 
Desde 1913, después del descubrimiento del fucoidan por Kylin, las 
estructuras de los fucoidanos de distintas algas pardas están siendo deducidas y 
aún sometidas a procesos de investigación con resultados prometedores y 
también paradójicos con respecto a su bioactividad. 
En general, el fucoidan es una molécula compleja que consiste 
básicamente en una cadena lineal principal de poli-α(1→γ)-L-fucopiranosa o de L-
fucopiranosilos alternados con uniones α(1→γ) y α(1→4) que en cualquier caso 
pueden estar sustituidos con sulfato o acetato, además de tener ramas laterales 
que contienen fucopiranosas u otras unidades de glicosilo, como el ácido 
glucurónico. Varias de las estructuras de fucoidan reportadas en la literatura 
también están constituidas por otros monosacáridos, como glucosa, galactosa, 
xilosa y/o manosa (Ale et al., 2011). 
Las variaciones en las propiedades estructurales reportadas de los 
fucoidanos de diferentes especies de algas pardas confirman su biodiversidad 
natural como lo demuestran las estructuras encontradas en diferentes órdenes 
Fucales, Laminariales y Chordariales (Tabla 4). 
En el orden Fucales, por ejemplo, Fucus evanescens y Fucus serratus 
presentan la estructura típica: poseen una gran proporción de residuos de L-
fucopiranosa α(1→γ) y α(1→4), que pueden estar sustituidos con sulfato (��3−) en 
C-2 y C-4 (Cumashi et al., 2007) (Tabla 4). 
Mientras que en el orden Laminariales, se muestra que el fucoidan aislado 
de Laminaria saccharina se constituye principalmente de unidades de L-
fucopiranosa unidas mediante enlace α(1→γ), pero con sulfato tanto en C-2 como 
en C-4, o solo en C-4 y también puede presentar sustituyente 2-O-α-L-
fucopiranosilo en C-2 (Tabla 4). En el fucoidan de Chorda filum, las unidades 
estructurales son similares y consiste en una columna vertebral de poli-α(1→γ)-L-
fucopiranosa sulfatada principalmente en C-4, a veces en la posición C-2 y con 
algunos de los residuos de fucosa unidos mediante α(1→γ) siendo 2-O-acetilados 
(Usov et al., 1998; Chizhov et al.,1999). Qu et al, 2014, realizaron un análisis en 
la composición química del fucoidan de distintas algas pardas, incluyendo al de L. 
trabeculata (Laminariales). Se observó que presentaba un 66.38% de azúcar total, 
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21.53% de fucosa y 16.39% de proteína y un peso molecular de 105 KDa 
(KiloDaltons).  
Tabla 4. Estructuras de fucoidanos reportadas en diferentes algas pardas de los 
órdenes Laminariales, Fucales y Chordariales 
Especies de algas Orden Estructura molecular del 
fucoidan 
 
Laminaria saccharina 
 
Laminariales 
 
  
 
 
 
 
 
    
 
Fucus serratus  
 
Fucales 
 
 
Cladosiphon okamuranus 
 
Chordariales 
 
 
 
 
 
 
Nota. Recuperada de Marcel (2013). 
Así, los fucoidanos extraídos de especies de algas pardas del mismo orden 
tienen una composición diferente; a su vez, desde un punto de vista estructural, 
α(1→3) 
α(1→4) 
α(1→3) 
2-O-α-L-fucopiranosilo 
Ácido α-glucurónico 
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no pueden categorizarse o predecirse de acuerdo con el orden algal. Por lo tanto, 
los datos estructurales publicados para los fucoidanos de algas confirman que no 
existe una estructura básica consistente de "fucoidan” (Ale & Meyer, 2013). 
2.3.1.2. Actividad biológica 
La actividad biológica de los fucoidanos depende de la especie de alga, 
las características de composición y estructura, el contenido (densidad de carga), 
la distribución y la unión de las sustituciones de sulfato y la pureza. Por lo tanto, 
el proceso de extracción empleado para los fucoidanos es crucial para mantener 
la integridad estructural y las características estructurales relevantes requeridas 
para la actividad biológica específica (Ale & Meyer, 2013).  
Estos polisacáridos sulfatados son conocidos por exhibir un amplio rango 
de actividades fisiológicas y biológicas (Cumashi et al., 2007; Li et al., 2008) como, 
por ejemplo: actividad anti-inflamatoria (Choi et al., 2010) e inmunomoduladora 
(Hwang et al., 2010), antiviral (Hemmingson et al., 2006), anticoagulante, 
antitumoral y antimetastásica (Alekseyenko et al., 2007; Rioux et al., 2007), entre 
otras. 
2.3.2. Actividad de inmunomoduladores sobre la expresión transcripcional 
de citoquinas 
Los agentes inmunomoduladores son productos de origen natural o 
sintético empleados para estimular o suprimir la respuesta inmunológica en un 
hospedero. Estos son usados en tratamientos complementarios para combatir 
algunas inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunitarias e infecciosas, 
alergias y el cáncer (Dhama et al., 2015). Muchos estudios in vitro revelan que el 
fucoidan de las pardas es capaz de incrementar o reducir la expresión del ARNm 
de algunas citoquinas.  
Wang et al. (1994), demostraron el efecto modulador del fucoidan de 
Laminaria japonica (Laminariales) sobre los macrófagos y linfocitos T de ratones 
inmunosuprimidos. Así mismo, se reportó que es capaz de inducir la producción 
de interleuquina 1 (IL-1) e interferón-Ȗ (IFN-Ȗ) in vitro y mejorar las funciones de 
los linfocitos T, células B, macrófagos y células asesinas naturales (células NK) 
(Yang et al., 1995).  
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Se ha observado que el tratamiento con 100 µg/ml del extracto del alga 
parda Ecklonia cava, redujo significativamente la expresión de ARNm de 
citoquinas tipo Th1 como TNF-α e IFN-Ȗ, mientras que incrementó los niveles de 
expresión del ARNm de citoquinas tipo Th2 como IL-4 e IL-10 respecto a células 
no tratadas (Ahn et al., 2007). Lee et al. (2012), demostraron que el fucoidan 
extraído de esta misma especie, redujo la expresión de ARNm de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-α, IL-6 e IL-1ȕ en macrófagos RAW β64.7 estimulados 
con LPS. 
La IL-8 es un marcador de inflamación importante en procesos y 
enfermedades de naturaleza inflamatoria, como ocurre en algunas ocasiones a 
nivel del intestino. En el 2009, Mizuno et al., observaron que la adición de 500 
µg/ml de fucoidan de L. japonica a un co-cultivo de células Caco-2 y macrófagos 
RAW264.7 (estimulados con LPS), suprimió la expresión de ARNm de IL-8 en 
Caco-2.  
Fang et al. (2015), reportaron que el tratamiento de macrófagos murinos 
con 200 µg/ml de un polisacárido extraído de L. japonica incrementó los niveles 
de expresión de citoquinas IL-6, IL-1ȕ, IL-10 y TNF-α de manera dosis 
dependiente. Además, comprobaron que la expresión de ARNm de las citoquinas 
mencionadas se incrementó en 116%, 297%, 27% y 407% respectivamente, en 
comparación con aquellas sin tratamiento. 
Borazjani et al. (2017), reportaron que 50 µg/ml de la fracción número 2 
(F2), de polisacáridos sulfatados de Sargassum angustifolium, incrementó la 
expresión de ARNm de IL-1ȕ, IL-6 y TNF-α. Además, observaron que el 
incremento de la expresión del ARNm de la IL-10 (de manera dosis dependiente) 
suprimió la excesiva y descontrolada liberación de óxido nítrico (NO) a través de 
la vía de citoquinas anti-inflamatorias. Contrariamente Li et al. (2017), 
determinaron que el tratamiento de macrófagos derivados de células THP-1 con 
100 ng/ml de fucoidan de F. vesiculosus redujo notoriamente la secreción y 
transcripción de IL-1ȕ, IL-6 y TNF-α. 
Ale et al. (2011) propusieron que la interacción macrófago-fucoidan a través 
de receptores de membrana como receptor tipo Toll-4 (TLR-4), marcador de 
diferenciación CD14, el receptor de complemento 3 (CR-3) y receptores 
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“scavenger” (SR) (Takahashi, 1983), produce la activación de rutas de 
señalización intracelular que involucran a las proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPKs) induciendo la transcripción y expresión de citoquinas (Teruya 
et al., 2009; Aisa et al., 2005). La activación de estos macrófagos induce la 
producción de IL-12 estimulando el desarrollo de las células T. Estas células a su 
vez producen IL-2, la cual estimula la proliferación de células NK y la producción 
de IFN-Ȗ (Figura 4). 
 
En nuestro país, no se conocen reportes sobre el uso del fucoidan de L. 
trabeculata como agente inmunomodulador de la expresión transcripcional de 
citoquinas y los pocos estudios al respecto, solo se conocen en el ámbito 
científico.  
 
 
 
 
.  
 
Figura  4. Mecanismo propuesto responsable de la bioactividad del fucoidan. A. activación de  
macrófagos por una familia de polisacáridos sulfatados conteniendo fucosa (FCSPs) mediado a 
través de un receptor específico de membrana. B. Activación de macrófagos conlleva a la 
producción de citoquinas como IL-12, IL-2 e IFN-Ȗ. Por Ale et al. (2011). 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. HIPÓTESIS  
 
El fucoidan del alga parda Lessonia trabeculata modula la expresión 
transcripcional de las citoquinas IL-8, IL-12 y TGF-β de respuesta inmune innata 
e IL-2 e IL-10 de respuesta inmune adaptativa en células mononucleares de 
sangre periférica humana. 
 
3.2. OBJETIVO GENERAL  
 
Evaluar la expresión transcripcional de citoquinas moduladoras de la 
respuesta inmune innata y adaptativa en células mononucleares humanas 
(PBMC) tratadas con fucoidan del alga parda Lessonia trabeculata. 
 
3.3.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Evaluar la citotoxicidad y determinar la concentración del fucoidan de L.  
trabeculata que produzca la disminución o el incremento de la actividad 
citotóxica sobre PBMC. 
 
2. Determinar la expresión transcripcional de citoquinas IL-8, IL-12 y TGF-β 
moduladoras de respuesta inmune innata. 
 
3. Determinar la expresión transcripcional de citoquinas IL-2 e IL-10 
moduladoras de la respuesta inmune adaptativa.  
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1. Material biológico 
La colecta de los ejemplares de la especie L. trabeculata se realizó en la 
Bahía de San Nicolás ubicada a 15°15’β1.0” Latitud Sur y 75°14’γ1.0” Longitud 
Oeste, distrito de Marcona, provincia de Nazca, Ica, Perú. Los especímenes se 
identificaron taxonómicamente en el Herbario de la Universidad Nacional Agraria 
La Molina (UNALM) “A. Weberbauer” (Anexo 5).  
 El procesamiento de los ejemplares hasta la obtención del extracto rico en 
fucoidan (80.84%) se llevó a cabo en la empresa PSW S. A. La caracterización 
fitoquímica del extracto conteniendo fucoidan y trazas de otros metabolitos 
secundarios (polifenoles, terpenos, cardenólidos y taninos) se realizó en el 
Laboratorio de Bioquímica y Biología Molecular de la UNALM. 
4.2. Elaboración de la solución de fucoidan de Lessonia trabeculata y 
Fucus vesiculosus 
El fucoidan del alga parda L. trabeculata (FLt) se resuspendió en medio 
RPMI 1640 sin suero bovino fetal (SBF) y se preparó una concentración de 15 
mg/ml para luego ser almacenado a 4°C hasta su uso (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  5. Preparación del fucoidan de L. trabeculata. El liofilizado del extracto de fucoidan se 
disolvió en medio RPMI 1640 sin SBF hasta obtener una concentración de 15 mg/ml. La solución 
de fucoidan se almacenó a 4°C hasta su uso. 
 
RPMI 
1640  
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La preparación del fucoidan comercial de F. vesiculosus (FFv) se realizó 
siguiendo el mismo procedimiento anterior con el medio RPMI 1640 sin 
suplementar (Figura 6) a una concentración de 20 mg/ml. Por otro lado, para la 
preparación del lipopolisacárido de E. coli (LPS) se empleó el medio RPMI 1640 
suplementado con 10% de SBF, obteniendo una concentración de 10 mg/ml.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura  6. Preparación del fucoidan de F. vesiculosus. El liofilizado se disolvió en medio RPMI 
1640 sin SBF para obtener una concentración de 20 mg/ml. La solución se almacenó a 4°C hasta 
su uso. 
 
El fucoidan de Fucus vesiculosus (Fucoidan Sigma, F8190) (FFv) con grado de 
pureza (≥95%) y el lipopolisacárido de Escherichia coli (O55:B5) (LPS) se 
utilizaron como controles de la modulación de la expresión génica a nivel 
transcripcional y como control negativo PBMC en medio RPMI-1640. 
4.3. Obtención de PBMC para cultivo celular 
El aislamiento de PBMC se realizó a partir de una sangría parcial de una 
persona saludable previo consentimiento informado y siguiendo las pautas del 
manual de Procedimientos de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud (INS) del 
Ministerio de Salud (MINSA) (Zurita, 2013). La cantidad de sangre obtenida se 
diluyó con la misma cantidad de una solución PBS-1X (v/v). La mezcla obtenida 
se distribuyó en tubos de centrífuga con 5 ml de Ficoll® (MP Biomedicals LSM™ 
Lymphocyte Separation Medium, 1.077 g/ml de densidad) manteniendo la 
proporción 5:4 respectivamente y teniendo cuidado de no mezclar ambas fases, 
luego se realizó una centrifugación a 1550-1560 rpm durante 25 min. Terminada 
la centrifugación, se retiró el anillo conteniendo a las células mononucleares y se 
RPMI 
1640  
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transfirió a un tubo conteniendo la solución PBS-1X. Luego, se realizaron dos 
lavados: el primero con la solución de PBS-1X a 1200 rpm durante 10 min y el 
segundo con el medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF (Anexo 1) a 
1000 rpm durante 5 min, finalmente el pellet se resuspendió en RPMI 1640 
suplementado (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  7. Proceso de Obtención de PBMC. El proceso de separación de las células 
mononucleares se realizó mediante el método de centrifugación en gradiente de densidad 
empleando Ficoll®. A. Tubo conteniendo la sangre diluida (1:2) en PBS y Ficoll® (proporción 5:4 
respectivamente). B. Obtención del “anillo” de PBMC posterior a la centrifugación. Las células se 
colectaron, se diluyeron en PBS-1X para sus posteriores lavados y se resuspendieron en RPMI 
1640 suplementado. 
 
Se realizó un recuento celular empleando una cámara de Neubauer (Figura 
8), posteriormente las PBMC se sembraron en medio RPMI 1640 suplementado 
en una placa de 24 pocillos a una concentración de βx10⁶ células/pocillo por 
triplicado de tratamiento. Finalmente se incubó a 37°C en 5% de CO₂ (condiciones 
estándar de cultivo) durante toda la noche o “overnight” para facilitar la adherencia 
de los monocitos y evitar el estrés celular (Figura 9). 
 
 
 
1550-1560 
RPM   
25 min 
PLASMA 
PBMC 
Ficoll® 
CÉLULAS PMN 
Y 
ERITROCITOS 
A B 
Ficoll® 
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Figura  8. Recuento de células mononucleares en cámara de Neubauer. A. Cámara de Neubauer 
con una alícuota de suspensión de PBMC en azul de Tripán 0.4%. B. Se observan algunas 
células mononucleares en diferentes cuadrantes a 10x. La lectura se realizó en un microscopio 
de objetivo invertido. 
.   
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
Figura  9. Cultivo de PBMC humanas en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF y 
10% de antibióticos a las 24 horas. Las flechas rojas y azules señalan a monocitos en su forma 
clásica estirada y linfocitos cultivados in vitro respectivamente (x400). 
27 
 
4.4. Evaluación de la citotoxicidad mediante la reducción metabólica del 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) 
Es importante determinar la viabilidad celular luego de la exposición a los 
tratamientos con el fucoidan el cual puede tener ningún o alto nivel de 
citotoxicidad, es decir, ocasionar una perturbación metabólica o daños a la 
integridad de las células en estudio y esto depende de la concentración y tiempo 
de exposición. Para evaluar la viabilidad de las PBMC, se realizó el ensayo de 
reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT) (Mosmann, 1983). 
En primer lugar, se cultivaron las PBMC con FLt y FFv a concentraciones 
10 µg/ml y 100 µg/ml y sin fucoidan. La placa se incubó a condiciones estándar de 
cultivo durante 48 h. Luego de la incubación, se agregó 20 µl del MTT (5 mg/ml 
disuelto en medio RPMI 1640 sin suplementar (Anexo 2) a cada pocillo de la placa 
y se incubó durante 4 h a condiciones estándar de cultivo. Posteriormente, se 
retiró el sobrenadante de cada pocillo y se añadió 200 µl de dimetilsulfóxido 
(DMSO) incubándose durante 30 min a temperatura ambiente en obscuridad. 
Todas las pruebas se realizaron por triplicado (Figura 10).  
La intensidad del color hacia el violeta es directamente proporcional a la 
viabilidad celular. Finalmente, la absorbancia se leyó en un lector de micro placas 
SINNOWA a una longitud de onda de detección de 492nm y 630 nm de referencia. 
El porcentaje de viabilidad celular se determinó mediante la siguiente fórmula: %��ܾܽ���݀ܽ݀ =  �. � ܿé�ݑ�ܽݏ ݐݎܽݐܽ݀ܽݏ�. � ܿé�ݑ�ܽݏ ܿ݋݊ݐݎ݋�  × ͳͲͲ% 
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Figura  10. Ensayo de la reducción metabólica del MTT. Posterior a la obtención de PBMC y la 
aplicación de los tratamientos con fucoidan FLt, FFv, LPS y medio RPMI (CTRL-, control 
negativo) durante 48 horas, se adicionó el reactivo de MTT. Luego de 4 horas de incubación a 
37°C y 5% de CO₂ con el reactivo, se adicionó el DMSO incubándose finalmente durante 30 min. 
La intensidad del color hacia el violeta es directamente proporcional con la viabilidad celular. Es 
decir, a mayor reducción del MTT por las PBMC, mayor intensidad del color violeta. MTT: 
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. PBMC: células mononucleares de 
sangre periférica humana. FLt: fucoidan de L. trabeculata, FFv: fucoidan de F. vesiculosus. LPS: 
Lipopolisacárido, DMSO: dimetil sulfóxido, CTRL-: control negativo (cultivo sin fucoidan). 
 
4.5.  Evaluación de la expresión de ARN transcripcional de citoquinas IL-
2, IL-8, IL-10, IL-12 y TGF-β 
4.5.1. Tratamiento con diferentes concentraciones del extracto de fucoidan 
 
Se colocó en una microplaca de 24 pocillos, un volumen de 500 µl de medio 
RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF con una concentración de 2x10⁶ 
células/ml y se incubó en “overnight” a 37°C en 5% CO₂ con la finalidad de lograr 
una total adherencia. Posteriormente, se añadió 500 µl de FLt por triplicado. 
Adicionalmente se usaron como controles positivos cultivos tratados con FFv a las 
concentraciones de 10 y 100 mg/ml y LPS a 10 μg/mL. Cada tratamiento se realizó 
por triplicado. Finalmente, la placa se incubó durante 48 horas a condiciones 
estándar de cultivo y luego, se procedió a la extracción del ARN total. 
 
 
FLt 10 
FLt 100 
FFv 10 
FFv 100 
LPS  
CTRL - 
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4.5.2. Extracción del ARN total 
Para obtener el pellet celular de las PBMC tratadas, a las cuales se les 
aplicó los procedimientos de extracción según el innuPREP RNA mini kit 
(AnalytikJena), se procedió a retirar el sobrenadante de cada pocillo del triplicado 
de tratamiento y se transfirió a un microtubo (correspondiente a cada pocillo del 
tratamiento) para centrifugarlos a 10000 rpm durante 5 min a 10°C. De esta forma, 
las PBMC suspendidos en el sobrenadante quedarán en el fondo del microtubo 
para luego aplicarles los procedimientos de extracción y así obtener el ARN total 
de las PBMC. A continuación, se agregó 200 µL del buffer de lisis del kit a cada 
pocillo y a su microtubo correspondiente, de esta forma se obtuvo un volumen de 
400 µL por pocillo el cual se reunió finalmente en un solo microtubo donde, en 
pasos iniciales, se separó a través de un filtro el material genómico de interés del 
resto de componentes celulares (Figura 11) y posteriormente se continuó con las 
instrucciones del kit de extracción que se detalla en la Figura 12. 
La concentración de ARN obtenido se cuantificó mediante el fluorómetro 
Qubit 3.0 (Invitrogen™) (Tabla 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  11. Extracción del ARN total mediante la separación entre componentes celulares y el 
material genómico empleando el innuPREP RNA Mini Kit. 
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Figura  12. Flujograma de extracción de ARN a partir de cultivos de PBMC. (Adaptado de 
InnuPREP RNA Mini Kit) 
EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL DE PBMC 
Cultivo de PBMC expuesto a FLt y FFv 
Retirar el medio con las PBMC del pocillo y colectarlo en un microtubo. 
centrifugar a 10000 rpm durante 5 min. posteriormente, descartar el 
sobrenadante para tener solamente el pellet celular.  
Añadir 200 µl de la solución de lisis al pocillo y al pellet del microtubo. incubar por 2 
minutos a temperatura ambiente. Resuspender el pellet completamente por pipeteo 
“up & down”. incubar la muestra por 3 minutos a temperatura ambiente. (Juntar las 
muestras del microtubo con su pocillo correspondiente) 
Colocar un filtro spin d en un tubo colector. transferir la muestra lisada al filtro spin. 
centrifugar por 11000 rpm durante 2 min. descartar el filtro spin D. (No descartar el 
filtrado)  
Colocar un filtro spin “R” en un nuevo tubo colector. añadir un volumen equivalente 
(aprox. 400 µl) de etanol al 70% al filtrado del paso anterior. Mezclar por pipeteo 
muchas veces “up & down”. Transferir la muestra sobre el filtro spin “R” y 
centrifugar a 11000 rpm durante 2 min. Descartar el tubo colector con el filtrado y 
colocar el filtro spin “R” en un nuevo tubo colector. 
Abrir el filtro spin “R” y añadir 500 µl de la solución de lavado HS, cerrar la tapa y 
centrifugar a 11000 rpm por 1 min. Descartar el tubo colector con el filtrado. Colocar 
el filtro spin “R” en un nuevo tubo colector. 
Abrir el filtro spin “R” y añadir 700 µl de la solución de lavado LS, cerrar la tapa y 
centrifugar a 11000 rpm por 1 min. descartar el tubo colector con el filtrado. Colocar 
el filtro spin “R” en un nuevo tubo colector. 
Centrifugar a 11000 rpm por 3 min para remover todas las trazas de etanol. Descartar 
el tubo colector 
Colocar un filtro spin “R” en un tubo de elución. Cuidadosamente destapar el filtro 
spin “R” y añadir 30 - 80 µl de agua libre de ARNasa. Incubar a temperatura 
ambiente por 1 min. Centrifugar a 11000 rpm durante 1 min. Descartar el filtro spin 
“R”. Rotular y almacenar a -80°C. 
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Las concentraciones obtenidas de cada triplicado de tratamiento fueron 
llevadas a una concentración final de 50 ng/ml para proceder con la obtención de 
ADNc.  
Tabla 5. Concentración de ARN Total de PBMC tratadas y no tratadas con 
fucoidan 
 
TRATAMIENTO (µg/ml) CONCENTRACIÓN 
(ng/ml) 
FLt 10 70.3 
FLt 100 87.3 
FFv 10 66.6 
FFv 100 63.6 
LPS 10 75.2 
Control negativo                                      71.9 
 
4.5.3. Evaluación de la integridad del ARN 
Después de la extracción y cuantificación del ARN extraído se evaluó su 
integridad para proceder con seguridad a los diferentes ensayos que requieren el 
material genómico. Para este propósito, se procedió a colocar en un microtubo 6 
µl del ARN extraído, 4 µl de formamida y 2 µl de buffer de carga. Posteriormente 
se incubó la mezcla a 60°C durante 3 min. Luego, se pasó a enfriar rápidamente 
en hielo y finalmente se procedió a la electroforesis en gel de agarosa al 1.7% en 
buffer 1X TBE (Anexo 3) a 100 V durante 60 min. El ARN extraído se guardó a – 
80 °C hasta su uso. 
Luego de la electroforesis en gel de agarosa al 1.7% durante 1 h, la imagen 
revelada en el fotodocumentador (ENDURO™GDS) mostró el óptimo estado del 
ARN extraído tal como se presenta en la Figura 13.  
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4.5.4. Obtención de ADNc mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
con transcriptasa inversa (RT-PCR) 
Para este propósito, se usó el OneScript cDNA Synthesis kit (ABM) 
siguiendo sus especificaciones. Se colocó 10 µl de ARN total, 1 µl de Oligo dt, 1 
µl de Random Primers, 1 µl de dNTP mix y 1.5 µl de agua libre de nucleasas. 
Posteriormente, se incubó a 65°C durante 1 min, luego se colocó en hielo durante 
1 min adicional y pasó a centrifugación a 10000 rpm durante 1 min. Finalmente se 
añadió 4 µl de 5X RTBuffer, 0.5 µl de RNasa Off Ribonucleasa y 1 µl de RTasa 
para obtener un volumen final de reacción de 20 µl. Las muestras fueron 
colocadas en un termociclador Bioer Technology (versión 2009-1.6) (Figura 14) y 
pasaron por periodos de incubación de 25°C durante 10 min., 50°C durante 15 
min. y 85°C durante 5 min para terminar la reacción. El ADNc obtenido se congeló 
a -20°C hasta su uso en la PCR convencional. 
4.5.5. Amplificación del ADNc por PCR convencional 
La amplificación de las secuencias de ADNc correspondientes a las 5 
citoquinas (IL-2, IL8, IL-10, IL-12 y TGF-ȕ) se realizó empleando el Platinum PCR 
SuperMix (Invitrogen). Se colocó 1 µl de ADNc, 1 µl de Primer Forward y 1 µl del 
28 S 
18 S 
Figura  13. Integridad del ARN extraído. Se observan 2 bandas correspondientes al 
ARN de una célula eucariótica 28 S y 18 S. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7%, 
1X TBE. 
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Primer Reverse de la citoquina a analizar en 17 µl de Platinum PCR SuperMix 
para obtener 20 µl (Tabla 6). Las muestras fueron colocadas en el termociclador 
Bioer Technology (versión 2009-1.6) siguiendo el proceso indicado en la Tabla 7. 
Los primers empleados en la presente investigación para la amplificación y 
posterior detección de la expresión transcripcional de las citoquinas (IL-2, IL-8, 
IL10, IL-12p35, IL-12p40 y TGF-β) y la β-actina se diseñaron considerando otros 
estudios científicos y el programa Primer-BLAST. Las secuencias de los primers 
se adjuntan en el Anexo 4.  
 
Tabla 6. Master Mix para la PCR convencional  
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 7. Protocolo de temperatura y tiempo en la PCR convencional  
 
Programa para la 
amplificación Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 
Desnaturalización  
Hibridación  
Extensión  
Extensión final  
94 °C 5 min 
94 °C 30 seg 
57 °C 30 seg 
72 °C 45 seg 
72 °C 7 min 
 
 
 
 
 
 
 
Reactivos stock Volumen por 
reacción 
Platinum PCR SuperMix  
Primer F (500 nM) 
Primer R (500 nM) 
Muestra de ADNc (50 ng/ml) 
Volumen final  
17 µl 
1 µl 
1 µl  
1 µl 
20 µl  
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Figura  14.  Amplificación del ADNc por la PCR convencional en el termociclador Bioer 
Technology (versión 2009-1.6). Laboratorio de Inmunología de la Facultad de Ciencias 
Biológicas, UNMSM. 
 
4.5.6. Electroforesis en gel de agarosa 
Con la finalidad de analizar el ADN amplificado mediante la PCR 
convencional, se realizó la electroforesis en gel de agarosa al 1.7% p/v 
conteniendo el colorante SYBR Green (Invitrogen™). Se empleó la disolución Tris-
Borato-EDTA 1X (1X TBE, Anexo 3) como buffer para la corrida electroforética y 
para la migración de los amplificados se aplicó un voltaje constante de 100 V 
durante 60 min (Figura 15). Las bandas obtenidas en el gel se detectaron 
mediante el uso de un fotodocumentador ENDURO™GDS. 
4.5.7. Cuantificación densitométrica 
Con el propósito de realizar un análisis semicuantitativo, las bandas o 
fragmentos amplificados se fotografiaron mediante el software del 
fotodocumentador ENDURO™GDS para proceder con la cuantificación 
densitométrica empleando el programa ImageJ 1.49i (NIH, USA). La proporción 
de las densidades de ARNm de las citoquinas IL-2, IL-8, IL-10, IL-12 (p35 y p40) 
y TGF-β versus la densidad de ARNm de β-actina fueron calculadas para cada 
concentración y sus respectivos controles. De esta forma se normalizó con los 
valores correspondientes a la cantidad del gen “housekeeping” o gen endógeno 
β-actina. 
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Figura  15. Electroforesis en gel de agarosa. Fuente de poder a voltaje constante de 100 V 
durante 60 min. Laboratorio de Inmunología, FCB, UNMSM. 
 
4.6. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los resultados obtenidos en las pruebas se realizó 
mediante el software GraphPad PRISM® versión 5.00 (Trial) aplicando el análisis 
con ANOVA mediante la prueba de comparación múltiple de Dunnett y Tukey para 
el caso de los resultados de la evaluación de citotoxicidad y la evaluación de la 
expresión transcripcional del ARNm de las citoquinas respectivamente; p<0.05 y 
p<0.0001 representan diferencias significativas.  
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V. RESULTADOS 
 
5.1. Evaluación de la citotoxicidad del fucoidan mediante la reducción 
metabólica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT) 
Los resultados de la citotoxicidad del polisacárido sulfatado sobre el cultivo 
de PBMC expuestas durante 48 h a FLt y FFv se muestran mediante la prueba de 
viabilidad celular (VC) en la Figura 16. El análisis con ANOVA determinó que no 
existen diferencias significativas entre el tratamiento con FLt 10 (94% VC) y las 
células sin tratamiento o control negativo (100% VC) (p>0.05); mientras que, el 
tratamiento con la concentración de 100 µg/ml de FLt presentó una marcada 
diferencia significativa en relación al control negativo (p<0.05) incrementando la 
viabilidad celular hasta un 112%. Por otro lado, el tratamiento con FFv 100 µg/ml 
aumentó significativamente la viabilidad de las PBMC (p<0.0001). 
Figura  16. Evaluación de la citotoxicidad de FLt y FFv en cultivo de PBMC. El análisis estadístico 
con ANOVA a través de la prueba de comparación múltiple de Dunnett (Dunnett's Multiple 
Comparison Test) determinó que no existe diferencia significativa entre el tratamiento con FLt 10 
µg/ml y el cultivo sin tratamiento o control negativo (p>0.05). Por otro lado, se observó que existen 
diferencias significativas de los tratamientos con FLt 100 µg/ml, FFv 10 y 100 µg/ml respecto al 
control negativo (p<0.05) evidenciándose un incremento en la viabilidad celular en 112%, 124% 
y 144% respectivamente. FLt: fucoidan de L. trabeculata, FFv: fucoidan de F. vesiculosus, LPS: 
Lipopolisacárido, CTRL-: control negativo. Los resultados representan la media y desviación de 
los experimentos por triplicado. * p<0.05; *** p<0.0001.  
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5.2. Evaluación de la expresión de ARN transcripcional de citoquinas 
 
5.2.1. Citoquinas de respuesta inmune innata 
En la Figura 17 se muestra la expresión del ARNm de la IL-8 en células 
mononucleares tratadas con FLt, FFv, LPS y no tratadas. Los tratamientos con 
FLt y FFv no presentaron diferencias significativas respecto al control negativo 
(p>0.05) mientras que el tratamiento con LPS elevó significativamente el nivel de 
la expresión transcripcional del ARNm IL-8 (p<0.0001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  17. Efecto de FLt y FFv sobre la expresión transcripcional de la IL-8 durante 48 horas. 
La expresión del ARNm IL-8 se determinó mediante la PCR convencional en PBMC estimuladas 
con los fucoidanos FLt, FFv y LPS y en el control negativo durante 48 h. A. Expresión del ARNm 
IL-8 normalizados con los niveles de expresión del ARNm de la ȕ-actina. B. Productos de la PCR 
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.7 %. Cada banda se cuantificó por 
densitometría empleando el programa ImageJ (NIH, USA). FLt: fucoidan de L. trabeculata, FFv: 
fucoidan de F. vesiculosus, LPS: Lipopolisacárido, CTRL-: control negativo o cultivo de PBMC 
sin tratamiento. Los resultados representan la media y desviación de los experimentos por 
triplicado. *** p<0.0001. 
 
 
 
 
 
 
A B 
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En relación a la expresión transcripcional del ARNm de las proteínas que 
componen el heterodímero de la IL-12, no se produjo la expresión del ARNm IL-
12p35 en los tratamientos evaluados. Respecto a los resultados obtenidos de la 
expresión transcripcional del ARNm IL-12p40 que conforma el heterodímero, no 
se observó ningún nivel de expresión con el tratamiento FLt 10 µg/ml; mientras 
que los tratamientos con FLt 100, FFv 10 y FFv 100 µg/ml incrementaron 
significativamente en relación al control negativo (p<0.05). Así mismo, el 
tratamiento con FLt 100 µg/ml produjo un aumento significativo respecto al LPS 
(p<0.05). Por otro lado, el tratamiento con FFv 10 µg/ml presentó la mayor 
expresión en relación a los tratamientos evaluados (p<0.001) (Figura 18).  
 
 
 
 
 
Figura  18. Análisis de la expresión transcripcional del ARNm IL-12p40 en cultivo de PBMC 
estimuladas con FLt, FFv y LPS durante 48 h. A. Expresión transcripcional del ARNm IL-12p40 
normalizada con la expresión del ARNm ȕ-actina. El tratamiento con FLt 100 µg/ml incrementó 
la expresión transcripcional en relación al LPS y el control negativo (p<0.05). Así mismo, FFv 10 
µg/ml aumentó notoriamente el nivel de expresión con respecto a los tratamientos y el control 
negativo (p<0.0001). B. Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel 
de agarosa al 1.7 %. Cada banda se cuantificó por densitometría empleando el programa ImageJ 
(NIH, USA) FLt: fucoidan de L. trabeculata, FFv: fucoidan de F. vesiculosus, CTRL-: control 
negativo o cultivo de PBMC sin tratamiento. Los resultados representan la media y desviación 
de los experimentos por triplicado. *p<0.05; ***p<0.0001. 
 
 
A B 
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Respecto a la expresión transcripcional del ARNm TGF-ȕ, en la Figura 19 se 
observó, mediante el análisis estadístico, que no se presentan diferencias 
significativas entre los tratamientos con FLt, FFv con relación al control negativo 
(p>0.05).  
 
 
 
 
 
Figura  19. Evaluación de la expresión transcripcional de la citoquina TGF-ȕ en cultivo de PBMC 
estimuladas con FLt, FFv y LPS durante 48 h. A. Expresión transcripcional del ARNm de la 
citoquina normalizada con la expresión del ARNm ȕ-actina. No existen diferencias significativas 
entre los tratamientos con FLt, FFv respecto al control negativo (p>0.05), excepto con el 
tratamiento con LPS 10 μg/ml que incrementó notoriamente el nivel de expresión (p<0.0001). B. 
Determinación de la expresión del ARNm mediante la PCR convencional. Los amplificados se 
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.7 %. Cada banda se cuantificó por 
densitometría empleando el programa ImageJ (NIH, USA). FLt: fucoidan de L. trabeculata, FFv: 
fucoidan de F. vesiculosus, CTRL-: control negativo o cultivo de PBMC sin tratamiento. TGF: 
Factor de crecimiento tumoral. Los resultados representan la media y desviación de los 
experimentos por triplicado. ***p<0.0001. 
 
 
 
 
 
 
 
B A 
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5.2.2. Citoquinas de respuesta inmune adaptativa 
Posterior a las 48h de tratamiento de las PBMC con FLt y FFv (10 µg/ml y 
100 µg/ml), no se detectó la expresión del ARNm IL-2. Así mismo, no se observó 
la expresión en los cultivos de PBMC expuestos al LPS 10 µg/ml. 
En relación a la IL-10, el análisis estadístico mostró que existe un 
incremento significativo en la expresión transcripcional del ARNm en el 
tratamiento con FLt 10 µg/ml respecto a los tratamientos con FLt 100, FFv (10 y 
100 µg/ml) y el control negativo (p<0.0001). Además, se observó que el 
tratamiento con FLt 100 µg/ml incrementó significativamente la expresión al 
compararlo con el FFv 10 µg/ml (p<0.05), sin embargo, no presentó diferencias 
significativas respecto al control negativo (p>0.05) (Figura 20).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura  20. Análisis de la expresión transcripcional del ARNm IL-10 en PBMC estimuladas con 
FLt, FFv y LPS. A. Normalización de la expresión transcripcional del ARNm IL-10 respecto a la 
expresión del ARNm ȕ-actina. Los tratamientos con FLt 10 µg/ml y LPS incrementaron 
considerablemente la expresión en relación a los demás tratamientos y al control negativo 
(p<0.0001). B. Determinación de la expresión del ARNm mediante la PCR convencional. Los 
productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.7 %. FLt: 
fucoidan de L. trabeculata, FFv: fucoidan de F. vesiculosus, CTRL-: control negativo o cultivo de 
PBMC sin tratamiento. Los resultados representan la media y desviación de los experimentos 
por triplicado. *p<0.05, ***p<0.0001 
 
El ARNm del gen “housekeeping” o de expresión constitutiva ȕ-actina en cultivos de 
PBMC tratadas y no tratadas mostró un nivel de expresión constante durante 48 h. 
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VI. DISCUSIÓN 
 
Algunos factores del ambiente en el que viven las algas del género 
Lessonia tales como la radiación solar y la temperatura del mar, afectan la 
presencia de metabolitos en estas algas (Hernández et al., 2012). Así mismo, 
Kotch et al. (2015), reportaron que la corriente de Humboldt en las costas del 
Pacífico y la gradiente latitudinal, influyen en la presencia y pureza de los 
metabolitos secundarios de estas algas.  
En la actualidad, la información sobre la composición química de los 
metabolitos secundarios de L. trabeculata es escasa. El estudio realizado por Qu 
et al. (2014), determinó la composición química del fucoidan con un peso 
molecular de 105 KDa en comparación con otras especies de algas pardas. 
Adicionalmente, Chávez et al. (2017), reportaron en un extracto rico en fucoidan 
de L. trabeculata la presencia de algunos metabolitos como polifenoles, 
florotaninos, cardenólidos y terpenos. Es probable que la presencia de estos 
metabolitos, en el extracto de fucoidan provisto para este trabajo de investigación, 
influya sobre la expresión transcripcional de las citoquinas analizadas. 
Los florotaninos han sido reportados en algunos estudios por presentar 
actividad antioxidante, antidiabética, antialérgica, antihipertensiva, 
antinflamatoria, entre otras (Florez, 2018).  
Otro compuesto biológicamente activo en las algas pardas es la 
fucoxantina. Algunos estudios sobre este pigmento han demostrado resultados 
significativos como buenos agentes citotóxicos (Pádua et al., 2015; Peng et al., 
2011). Sin embargo, no se ha reportado su efecto sobre cultivos de PBMC. 
El cultivo de PBMC tratadas con FLt durante 48 h no presentó efecto 
citotóxico y, además, se observó que los tratamientos con FLt 100 µg/ml, y FFv 
(10 y 100 µg/ml) incrementaron el porcentaje de viabilidad celular respecto al 
control negativo (p<0.05). Estos resultados obtenidos son similares a los 
reportados por Vásquez et al. (2014), quienes observaron que el fucoidan de 
Sargassum siliquosum J. G. no produjo un efecto citotóxico sobre PBMC 
humanas. Por otro lado, reportaron que el tratamiento con 175 µg/ml de fucoidan 
incrementó significativamente el porcentaje de viabilidad celular con relación al 
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control, observándose un efecto mitogénico. Recientemente, Kim et al. (2018) 
demostraron que el tratamiento de PBMC porcinas con el fucoidan purificado de 
F. vesiculosus (100 y 200 µg/ml) no afectó la viabilidad celular. La ausencia de 
citotoxicidad estaría relacionada con las concentraciones pequeñas, el bajo peso 
molecular y la alternancia en el patrón de sulfatación del fucoidan de algunas 
especies de algas pardas como L. trabeculata (Thin et al., 2013; Qu et al., 2014).  
Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) se 
consideran frecuentemente el estándar para investigar muchos aspectos de la 
respuesta inmunológica en un sistema de cultivo celular, incluyendo análisis a 
nivel genómico (Bolen et al., 2011). Como una población mixta de linfocitos T, 
linfocitos B, células asesinas naturales (NK), monocitos, macrófagos y células 
dendríticas, las PBMC están implicadas en la expresión génica de citoquinas que 
conducen a respuestas inmunes innatas, adaptativas e inflamatorias (Denzler et 
al. 2010). Muchos estudios con diferentes fucoidanos de distintas especies de 
algas pardas, han comprobado la actividad inmunomoduladora específicamente 
sobre la expresión transcripcional de citoquinas involucradas en la respuesta 
inmune innata y adaptativa (Lee et al. 2008). Respecto a las citoquinas 
involucradas en la respuesta inmune innata: 
La citoquina IL-8, también conocida como CXCL8, es una quimiocina 
proinflamatoria que se descubrió por su papel en la promoción de la quimiotaxis y 
la desgranulación de los neutrófilos (Baggiolini et al., 1989). En la fisiología normal 
o persona inmunocompetente, los macrófagos, las células endoteliales y las 
células epiteliales producen IL-8 en respuesta a una infección o lesión tisular, 
induciendo la quimiotaxis de granulocitos, principalmente neutrófilos, al sitio 
afectado (David et al., 2016). Una vez localizado en el sitio de la agresión, esta 
citoquina puede promover la resolución de la infección mediante la fagocitosis 
(Brinkmann et al., 2004). La segunda función de la IL-8 es activar la respuesta 
angiogénica. De esta manera, la IL-8 sirve tanto para resolver el estímulo 
inflamatorio como para promover la curación (David et al., 2016). 
En relación a la expresión transcripcional de la quimiocina CXCL8, el 
análisis estadístico mostró que no existen diferencias significativas entre los 
tratamientos con FLt y FFv respecto al control negativo (p>0.05), mientras que el 
tratamiento con LPS 10 µg/ml incrementó considerablemente su expresión 
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transcripcional (p<0.0001) (Figura 18). Harada et al. (1994), determinaron que la 
inyección intravenosa de LPS induce un aumento significativo de la IL-8 en el 
plasma, alcanzando niveles máximos a las 2 h. Así mismo, Mizuno et al. (2009), 
observaron que la adición de 500 µg/ml del fucoidan de L. japonica a un co-cultivo 
de células Caco-2 y macrófagos RAW264.7 estimulados con LPS, produjo un 
efecto supresor sobre la expresión del ARNm de la IL-8 en Caco-2.  
Los resultados en el presente estudio demostraron que no existe supresión 
ni incremento del ARNm IL-8 en los tratamientos con el fucoidan empleado de las 
2 especies de algas pardas a 10 y 100 µg/ml. Al parecer, el fucoidan por sí solo 
no induce la expresión transcripcional de esta citoquina en cultivos de PBMC; por 
lo que haría falta un estímulo propicio (LPS, bacterias, entre otras) para evaluar 
su capacidad de modular los niveles de expresión transcripcional de la quimiocina 
analizada en cultivos de PBMC. Por otro lado, Zhang et al. (2015), han reportado 
que la estimulación de neutrófilos humanos con fucoidanos de Macrocystis 
pyrifera, Unndaria pinnatifida, A. nodosum y F. vesiculosus durante 24 h, 
produjeron IL-6, IL-8 y TNF-α. Por lo que sería necesario evaluar la estimulación 
y el tiempo de incubación en la expresión de la IL-8 en cultivos de PBMC tratadas 
con FLt.   
La familia de citoquinas IL-12, constituida por la IL-12 (IL-12p35 / IL-12p40), 
IL-23 (IL-23p19 / IL-12p40), IL27 (IL-27p28 / Ebi3) e IL-35 (IL -12p35 / Ebi3), 
presentan importantes funciones reguladoras de la respuesta inmunológica. La IL-
12 (IL-12p35 / IL-12p40) requiere la co-expresión de ambas subunidades en la 
misma célula para secretar la citoquina bioactiva IL12p70 unida a través de 
puentes disulfuro (Jalah, 2013). Aunque es secretada por una variedad de células 
hematopoyéticas, los mayores productores de esta citoquina son los macrófagos 
y las células dendríticas (células presentadores de antígenos). Esta citoquina 
induce a las células T CD4 + vírgenes a diferenciarse en células Th1, un 
subconjunto T-helper que está implicado en la etiología de varias enfermedades 
autoinmunes humanas (Sun et al., 2015). 
Respecto a la expresión transcripcional de IL-12p35 que conforma la 
citoquina bioactiva IL-12, no se detectó ARNm en los tratamientos con FLt, FFv, 
LPS y sin fucoidan (control negativo). Sin embargo, el ARNm IL-12p40 mostró 
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niveles de expresión transcripcional significativos en los tratamientos con FLt 100, 
FFv 10 y FFv 100 µg/ml en relación al control negativo (p<0.05). 
 Ale et al. (2011) propusieron que la interacción macrófago-fucoidan a 
través de receptores de membrana como receptor tipo Toll-4 (TLR-4), marcador 
de diferenciación CD14, el receptor de complemento 3 (CR-3) y receptores 
“scavenger” (SR) (Takahashi, 1983), producen la activación de los macrófagos y 
la secreción de IL-12. Así mismo, Zhang et al. (2015) determinaron que los 
fucoidanos de M. pyrifera, A. nodosum y F. vesiculosus inoculados en ratones 
C57BL/6 produjeron un aumento notable en la expresión de ARNm de citoquinas 
proinflamatorias (IL-6, IL-12p40 y TNF-α) en esplenocitos después de 2 h del 
tratamiento al compararlos con el grupo control. Además, observaron que los 
niveles séricos de las citoquinas IL-6, IL-12 y TNF-α aumentaron 
considerablemente. 
La considerable expresión transcripcional del ARNm IL-12p40, en relación 
al cultivo control, haría pensar que se está expresando esta proteína para 
conformar la citoquina activa IL-23. Si bien no se conocen reportes sobre la 
actividad inmunomoduladora del fucoidan de L. trabeculata sobre la IL-23, sería 
necesario corroborar la expresión y producción de IL-23p19 para confirmar la 
presencia de la proteína activa.  
Al analizar estos resultados se debe tener en cuenta que la proteína IL-
12p40 de la IL-12 es compartida con la IL-23, por lo tanto, la no detección de la 
proteína IL-12p35 podría deberse a 2 aspectos: 
1. El fucoidan de L. trabeculata y F. vesiculosus no es capaz de estimular 
a las PBMC para expresar y secretar la IL-12p35 y formar la proteína 
activa (IL-12p70).  
2. El ARNm IL-12p35 pudo haberse traducido para conformar la proteína 
activa dentro de las 48 h. Por lo que sería necesario evaluar la 
producción de la IL-12p70 en los cultivos expuestos al FLt y FFv dentro 
de las 24 h. 
El TGF-ȕ es una citoquina inmunorreguladora producida por un amplio 
rango de células que incluyen macrófagos, células NK, células T y células B. 
Esta citoquina es un importante regulador de la inflamación ya que posee 
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propiedades proinflamatorias y anti-inflamatorias dependiendo de su 
concentración; a bajas concentraciones tiene propiedades proinflamatorias y 
recluta neutrófilos, monocitos y células T al lugar de inflamación durante una 
infección, mientras que a altas concentraciones presenta actividad 
antiinflamatoria, suprimiendo el TNF-α y el óxido nítrico en macrófagos, inhibe la 
producción del IFN-Ȗ y el TNF-α en células NK e indirectamente disminuye la 
expresión MHC clase II (López & Ramos 2008). 
Con respecto al ARNm TGF-ȕ, el análisis estadístico reveló que no existen 
diferencias significativas en la expresión transcripcional en cultivos de PBMC 
tratados con FLt y FFv a 10 y 100 µg/ml en relación control negativo (p>0.05). 
Sin embargo, el tratamiento con LPS a 10 µg/ml incrementó significativamente 
la expresión transcripcional de esta citoquina (p<0.0001). No se conocen 
estudios sobre la actividad moduladora del fucoidan de L. trabeculata y F. 
vesiculosus sobre la expresión de TGF-ȕ en PBMC humanas.  
Kelly et al. (2017) demostraron que los monocitos pueden producir 
pequeños niveles de expresión de TGF-ȕ continuamente; mientras que su 
estimulación con LPS incrementa significativamente la expresión y secreción de 
esta citoquina moduladora de la respuesta inmune innata y adaptativa, 
resultados que concuerdan con los obtenidos en este estudio al observar 
pequeños niveles de expresión en los cultivos tratados y no tratados con 
fucoidanos comparados con el LPS (Figura 20).   
Respecto a las citoquinas involucradas en la respuesta inmune adaptativa: 
La IL-2 es una citoquina involucrada ampliamente en la respuesta inmune 
adaptativa, siendo secretada por células T activadas por antígeno. Originalmente 
se identificó como un factor de crecimiento de células T, ahora se sabe que la IL-
2 tiene una amplia gama de acciones, incluida la capacidad de aumentar la 
actividad citolítica de las células Natural Killer (NK) activadas por linfocinas u otras 
células NK, aumentar la actividad citolítica de los linfocitos infiltrantes de tumores 
(TIL), incrementar la producción de inmunoglobulina por las células B activadas, 
mantener la proliferación homeostática de las células T reguladoras (células Treg), 
modular la diferenciación de las células T efectoras, actuar sobre las células 
linfoides innatas, células T de memoria y monocitos. Además, la IL-2 en conjunto 
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con las citoquinas polarizantes Th pueden promover a las células Th vírgenes para 
la diferenciación en Th1, Th2, Th9 y células T reguladoras inducibles, mientras 
que inhibe la diferenciación Th17 y Th folicular (Tfh) (Mitra y Leonard, 2018).  
Con relación a la citoquina IL-2, no se detectaron niveles de expresión 
transcripcional en los tratamientos con el fucoidan de L. trabeculata, F. 
vesiculosus, el LPS y en el control negativo.  En contraposición a este resultado, 
algunos estudios han reportado un incremento considerable en la producción de 
la IL-2 en células esplenocíticas aisladas de ratones tratados con 5 mg/kg del 
fucoidan de Laminaria hyperborea. (Lebedynskaya et al., 2015; Halling et al., 
2015). Si bien en el presente estudio se trabajó con PBMC in vitro, los resultados 
in vivo, sugieren que una mayor concentración de fucoidan sería un punto 
importante a considerar para lograr la expresión y producción de esta citoquina. 
Así mismo, no se ha reportado el efecto del fucoidan sobre los mecanismos de 
señalización implicados para la expresión de esta citoquina. 
La función principal de la IL-10 es servir como una citoquina antiinflamatoria 
e inmunosupresora formada por células Th1 y Th2, aunque un subconjunto de 
células T, denominado Treg, producen preferentemente IL-10 y TGF-β; además, 
puede ser producida por células B, macrófagos, células dendríticas activadas, 
queratinocitos y células epiteliales bronquiales. Así mismo, puede inhibir 
fuertemente la producción de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α; inhibir la presentación 
de antígenos por macrófagos y disminuir la expresión de MHC de clase II, las 
moléculas de adhesión y las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Por otro 
lado, el LPS y el TNF son inductores de esta citoquina. El receptor IL-10R se 
expresa en macrófagos, mastocitos y en la mayoría de las células 
hematopoyéticas. Por esta razón la IL-10 se enfatiza como el inhibidor endógeno 
de la inmunidad mediada por células (O'Shea et. al, 2018).  
Respecto a la expresión transcripcional de la citoquina IL-10, se observó 
que el tratamiento con FLt a 10 µg/ml incrementó significativamente la expresión 
del ARNm IL-10 al compararlos con FLt 100 µg/ml, FFv (10 y 100 µg/ml) y el 
control negativo (p<0.0001) (Figura 21). Los resultados obtenidos concuerdan con 
los reportados por Fang et al. (2015), quienes observaron que macrófagos 
RAW264.7 tratados con 200 µg/ml de un polisacárido extraído de L. japonica 
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estimularon los niveles de expresión de citoquinas IL-6, IL-1β, IL-10 y TNF-α de 
manera dosis dependiente. Así mismo, otros estudios demostraron que el 
tratamiento con un extracto enzimático de E. cava y un polisacárido soluble de 
Sargassum angustifolium incrementaron los niveles de expresión de la IL-10 en 
esplenocitos murinos (Ahn et al. 2007; Borazjani et al., 2017).  
En su conjunto, se puede inferir que la expresión del ARNm IL-10 inhibe 
significativamente la expresión del ARNm IL-12p40 en cultivos tratados con FLt 
10 µg/ml; resultados que concuerdan con la funcionalidad de la IL-10 (O'Shea et. 
al, 2018). A pesar de la pureza del FLt (80.84%), es probable que la presencia de 
otros metabolitos como polifenoles, florotaninos, cardenólidos y terpenos, influyan 
en los resultados obtenidos. Se ha demostrado que los polifenoles y florotaninos 
presentan actividad antinflamatoria (Florez, 2018). Al parecer, estos compuestos 
estarían potenciando el efecto de FLt 10 µg/ml sobre la expresión del ARNm de la 
IL-10. Sin embargo, el tratamiento con FLt 100 µg/ml, incrementó 
considerablemente la expresión transcripcional de IL-12p40 con relación al ARNm 
IL-10, por lo que una mayor concentración de FLt estaría estimulando a los 
monocitos y células dendríticas a expresar ARNm IL-12p40 para conformar la IL-
12p70 y disminuir la expresión ARNm IL-10; efecto que favorecería la polarización 
de células T CD4+ vírgenes a diferenciarse en células Th1 (Sun et al., 2015).  
Por otro lado, el carácter pleiotrópico (múltiples efectos de una misma 
citoquina según el tejido involucrado) de estas proteínas puede dificultar la 
identificación de la función específica de una citoquina (MacPherson & Austyn, 
2013), por lo que es necesario evaluarlas no solo por separado, sino también en 
un microambiente simulando un proceso inflamatorio o infeccioso. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
1. El fucoidan de L. trabeculata no presenta efecto citotóxico sobre las células 
mononucleares de sangre periférica humana.  
 
2. En cultivos de células mononucleares de sangre periférica humana, el 
fucoidan de L. trabeculata a 10 μg/ml estimula la expresión transcripcional de 
IL-10, mientras que no induce la expresión del ARNm de IL-12p40. Así mismo, 
el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata a 100 μg/ml induce la 
transcripción de IL-12p40 en mayor proporción que la IL-10, mostrando un 
perfil dosis dependiente para IL-12p40 y no dependiente para IL-10.  
 
3. El fucoidan de L. trabeculata a 10 y 100 µg/ml induce la expresión 
transcripcional de IL-12p40 e IL-10 en cultivos de células mononucleares de 
sangre periférica humana como indicador de su capacidad estimulante sobre 
la inmunidad innata y humoral adaptativa respectivamente. 
 
4. El fucoidan de L. trabeculata a 10 y 100 µg/ml no estimula la expresión del 
ARNm de IL-8, IL-12p35, IL-2 y TGF-ȕ en cultivos de células mononucleares 
de sangre periférica humana. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
 
1. Evaluar la expresión transcripcional de las citoquinas a mayor concentración 
e intervalos de tiempo. 
 
2. Determinar la producción de citoquinas de respuesta inmune innata y 
adaptativa mediante ensayos de ELISA con la finalidad de compararlos con la 
expresión génica.  
 
3. Evaluar la expresión génica en PBMC estimuladas con lipopolisacáridos, 
proteínas, moléculas bacterianas, entre otras. 
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X. ANEXOS  
 
Anexo 1. RPMI 1640 SUPLEMENTADO 
RPMI-1640 (10x) ………………………………..…...10 ml  
Agua tridestilada …………………………………….. 90 ml  
Bicarbonato de Sodio ………………………………. β.6 ml 
HEPES 1M…………………………………………… 1ml  
Antibióticos Penicilina-streptomicina.......................1 ml  
Aminoácidos no esenciales………………………….1 ml  
Suero bovino fetal decomplementado ……………. 10ml  
Diluir el medio RPMI hasta la concentración de 1X. Mezclar los componentes. 
Titular con NaOH 1M hasta conseguir el color rojo grosella. Filtrar con membrana 
de PVDF de 0.ββ μm y guardar a 4°C. 
 
Anexo 2. Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)  
MTT ……………………………………………………….………… 50 mg  
Medio de cultivo RPMI base sin antibióticos …………………… 10 ml  
Mezclar los componentes y filtrar con una membrana de PVDF de 0.ββ μm.  
Almacenar en frasco oscuro a -20°C. 
 
Anexo 3. BUFFER TRIS BASE-ÁCIDO BÓRICO-EDTA 1X (1X-TBE) 
Para preparar 1 litro de 10 × TBE disuelva los siguientes componentes en 
600 ml de agua desionizada: 
Tris Base (FW = 121)………………………………………… 108g 
Ácido bórico (FW = 61.8)………………………………………55 g 
EDTA 0,5 M (pH 8,0)……………………………………………40 ml 
Ajustar el volumen final a 1 litro con agua desionizada. 
Para preparar una solución de trabajo 1X a partir de 10X stock buffer, mezclar el 
tampón 10X de reserva con agua desionizada o tridestilada sin ADNasa en una 
proporción de 1: 9 
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Anexo 4. Secuencia de primers de las citoquinas empleados en la 
amplificación por PCR convencional. 
 
CITOQUINA OLIGONUCLEÓTIDOS TAMAÑO 
   (pb) N° DE ACCESO 
IL-2 
 
F: 5’GTCACAAACAGTGCACCTAC γ’ 
R: 5’CCCTGGGTCTTAAGTGAAAG γ’ 
262 NM_000586.3 
IL-8 
 
F: 5’ AAGAGAGCTCTGTCTGGACC γ’ 
R: 5’ GATATTCTCTTGGCCCTTGG γ’ 
408 NM_000584.3 
IL-10 
 
F: 5’ AATAAGGTTTCTCAAGGGGCT γ’ 
R: 5’ AGAACCAAGACCCAGACATCAA γ’ 
351 NM_000572.2 
IL-12 
P35 
 
F: 5’ AGCCTCCTCCTTGTGGCTA γ’ 
R: 5’ TGTGCTGGTTTTATCTTTTGTG γ’ 
228 NM_001354582.1 
P40 
 
F: 5’ CCAAGAACTTGCAGCTGAAG γ’ 
R: 5’ TGGGTCTATTCCGTTGTGT γ’ 
355 NM_002187.2 
TGF-ȕ 
 
F: 5’GCGTGCTAATGGTGGAAAC γ’ 
R: 5’CGGTGACATCAAAAGATAACCAC γ’ 
279 NM_000660 
ȕ –actina* 
 
F: AAAGACCTGTACGCCAACAC 
R:GTCATACTCCTGCTTGCTGAT 
219 NM_001101.4 
(*) Gen “housekeeping”, gen endógeno o gen de expresión constitutiva. 
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Anexo 5. Constancia de Identificación botánica de la especie L. trabeculata 
 
 
